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© Nouvelle souche d'escherichia coli recombinante et procSda pour la preparation de biotine 
utllisant ladite souche. 

© La prgsente invention concerne une souche de E. coli recombinante, caracterisee en ce qu'elle comporte au 
moins certains des genes bio XWF et bio DAYB d'une souche de B. sphaericus. 
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NOUVELLE SOUCHE D'ESCHERICHIA COLI RECOMBINANTS ET PROCEDE POUR LA PREPARATION DE 

BIOTINE UTILISANT LADITE SOUCHE 

La presente invention concerne la preparation de biotine par fermentation en utilisant les techniques de 
I'ADN recombinant. 

La biotine est synthetisee natureiiement par certains microorganism.es, en particulier des bacteries du 
genre Bacillus telles que Bacillus sphaericus, ou encore des bacteries telles que Escherichia coii. 
5 L'etude systematique de la production de la biotine a partir de I'acide pimelique au cours de 

fermentations industrielles a rnontre que certains microorganismes, particulierement ceux appartenant au 
genre B. sphaericus, hyperproduisent des intermediates de ta biotine (ci-apres appeles vitameres) de 
meme que la biotine. En particulier, il est connu que I'addition de pimelate au milieu de culture permet 
d'augmenter de maniere sensible la biosynthese de la biotine et de ses differents vitameres (1). Cette 
10 propriete a ete etudiee en detail chez B. sphaericus ou ies differents enzymes impliques dans la 
biosynthese ont £te clairement identifies (2). 

La figure 1 schematise la chaine de biosynthese de la biotine a partir de I'acide pimelique dans ce type 
de microorganisme. Cette chaTne de biosynthese comprend 5 etapes enzymatiques differentes dans 
lesquelles les genes mis en oeuvre sont denommes successivement bioC, bioF, bioA. bioD et bioB. 
re L'addition de pimelate au milieu de culture induit une augmentation d'un facteur 1 000 du niveau basal 
de vitameres et de biotine. 

Ces constatations observees chez B. sphaericus n'ont pu etre confirmees chez une autre espece de 
microorganisme producteur naturel de biotine, la bacterie E. coli (3). 

De nombreux travaux ont porte sur l'etude de la voie de biosynthese de la biotine chez les 
20 microorganismes appartenant a cette esp£ce, une meilleure connaissance de cette voie de biosynthese 
devant permettre d'envisager I'utilisation des techniques du genie genetique pour ameliorer le rendement 
de synthese en biotine. 

Cinq genes de structures, lies en un operon ont ete identifies. Le role des 4 premiers (A, B, F, D) dans 
la transformation du pimeloyl CoA en biotine a ete demontre. Le cinquieme gene, bioC, et le gene bioH f 
25 non lie- genetiquement aux 5 genes precedents, font encore I'objet d'etudes visant a demontrer ieur 
implication commune ou individuelle dans la biosynthese du pimeloyl CoA, a partir d'un precurseur restant 
a preciser. 

Plusieurs publications de brevet decrivent ('utilisation des techniques du genie genetique pour augmen- 
ter la production de biotine par !a bacterie E. coli. 
30 En particulier, la publication Internationale de brevet WO 87/01391 decrtt le clonage et I'hyperexpres- 
sion de I'operon biotine de E. coli dans E. coli. Cette publication decrit une augmentation sensible du 
niveau de biotine produite. Toutefois, la biotine est obtenue en utilisant notamment le glucose comme 
precurseur, mais jamais le pimelate. 

Or, pour envisager la production de biotine de fagon reellement economique sur le plan industriel, a 
35 partir de bacteries E. coli recombinantes, il est important de pouvoir utiliser le pimelate comme produit de 
depart. 

La presente invention vise a fournir un nouveau procede de preparation de biotine par fermentation de 
souches de E. coli recombinantes, qui permette d'obtenir de la biotine a partir du pimelate introduit dans le 
milieu de culture comme precurseur de la biosynthese. 
40 C'est pourquoi, ^invention a d'abord pour objet des souches de E. coli recombinantes qui contiennent 
au moins certains des genes bioXWF et bioDAYB d'une souche de B. sphaericus, de preference la totaiite 
de ces genes. 

Ces genes peuvent etre port6s par un ou plusieurs vecteurs plasmidique ou bien, eventuellement, etre 
en partie integres dans le genome bacterien. II est egalement possible de prevoir que certains de ces 
45 genes sont les genes de E. coli. 

Les plasmides d'expression dans E. coii ou le plasmide d'integration dans E. coli sont connus. Dans le 
cas present, on prefere utiliser un seul plasmide portant I'ensemble des genes de B. sphaericus en 
conservant I'organisation des deux blocs et, de fagon encore preferee, les deux blocs seront en orientation 
opposee. 

so Les promoteurs pr£fe7es sont les promoteurs inductibles. Par exemple, le promoteur de I'operon 
tryptophane de E. coli ou I'operon lactose de E. coli. 

La Demanderesse a deja decrit dans la publication europeenne de brevet 0 266 240 le clonage et la 
caracterisation des genes correspondant aux differentes etapes de la voie de biosynthese de la biotine dans 
une bacterie du genre B. sphaericus, en particulier la bacterie B. sphaericus IFO 3525. Ces genes ont ete 
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definis comme correspondant aux LORF DAYB. XWF et il a ete constate qu'ils etaisnt organises sous forme 
de deux unites ou les genes DAYB sont lies et respectivement XWF sont lies. 

[.'organisation moleculaire de ces deux groupes de genes est tres similaire et il conv.ent de noter que 
I'on peut identifier, en amont des genes bioD et bioX. en tete de chaque unite, une structure commune et 
5 identique de 15 paires de bases integree dans une structure palindromique typique des regions reguiatn- 
ces tres -imilaire dans les deux cas. Les proteines correspondant aux genes bioX et bioY. dont la fonction 
catalytique dans la transformation du pimelate en biotine n'a pas ete encore clairement defmie. presentent 
toutes les caracteristiques des proteines hydrophobes impliquees dans les membranes. 

La presente invention concerne. en outre, un procede de preparation de biotine par fermentation de 
,o souches de E. coli recombinant.es, caracterise en ce qu'on fait fermenter un milieu de culture contenant au 
moins de I'acide pimelique ou I'un de ses derives par les souches de E. coli selon invention et en ce 
qu'on recupere la biotine formee. 

D'autres caracteristiques et avantages de Invention apparaTtront au cours de la description detaillee 

suivante illustree par les figures 1 a 8. 
ts - La figure I rappelle de facon schematique la chaTne ce biosynthese de la biotine. 

- La figure 2 schematise les plasmides pTG1461 et pTG3400. 

- La figure 3 schematise le plasmide pTG3401. 

- La figure 4 schematise le plasmide pTGi459. 
• La figure 5 schematise le plasmide pTG3404. 

20 - La figure 6 schematise le plasmide pTG3405. 

- La figure 7 schematise le plasmide pTGl463. 

- La figure 8 schematise le plasmide pTG1464. 

Tous les plasmides decrits dans la suite de la description comprennent, outre le fragment appropne de 
la souche B. sphaericus IFO 3525, les elements suivants : 
25 - Un gene permettant d'assurer dans des conditions de culture definies I'express.on des genes. 

- Des sequences propres a assurer la regulation de I'expression de ces genes. 

- Une origine de replication dans E. coli. ^ , , ^ i. 

La publication de brevet europeen 0 266 240 cite© decrit le clonage du fragment d ADN Hpal-sspi de la 
souche B. sphaericus IFO 3525 (coordonnees 1107 a 4011 de la sequence publiee dans cette publication 
30 comprenant les ORF XWF et la sequence correspondant a un terminateur de transcription). 

Dans une premiere serie d'experiences, on decrit la transformation in vivo du precurseur p.melate en 
Kapa. par I'expression dans des conditions de culture definies, des genes bioXWF. Lestrois plasmides 
exemplifies different essentiellement par la nature du promoteur assurant I'expression des genes. 

35 

Exemple 1 : Transformation de pimelate en Kapa 

La construction du plasmide pTG1446 a ete decrite dans la publication de brevet deja citee et dont le 
contenu est ici incorpore par reference. Les genes XWF sont sous le controle du promoteur constitute du 
40 gene de resistance a la tetracycline. 

Dans le plasmide PTG1461, les genes XWF sont sous le controle du promoteur inducible de I operon 

tryptophane de E. coli. . c 

Dans le plasmide pTG3401, ils sont sous le contr6le du promoteur inducible de operon lactose de E. 

coli. 

45 Ces trois constructions sont representees aux figures 2 et 3. 

Ces plasmides sont introduits dans la souche E. coli MC169 <F" leu 6. pur E42, trp E38. thi-1, ara-U. 
lacY1 galK2 xyl-5, str-109. cap R9, gal 4, sup E44, \~) (4). La souche recombinante est mise en culture a 
37' C pendant 48 heures dans du miiieu PC 1.2 (milieu PC pour 1 litre : glycerol : 20 g; proteose peptone . 
30 g- "casamino acids vitamin free" : 20 g; K 2 HPO. : 1 g; Kd : 0.5 g; MgSO. - 7 H 2 0 : 0.5 g; FeSO, - 7 

so H 2 0 : 0,01 g; MnSO, • 6 H 2 0 : 0.01 g - le milieu PC 1.2 est obtenu en multipliant tous les constituants par 

1 ' 2> A ce milieu sont ajoutes 100 g/ml d'ampicilline et 300 ug/ml de pimelate neutralise a pH 7. La culture 
est ensuite diluee au 1/1 OOe dans ml de meme milieu, et agitee jusqu'a atteindre une absorbance a 660 nm 
voisine de 0.2. On ajoute alors I'inducteur (IAA 20 ug/ml dans le cas du promoteur TRYP. IPTG 1 mM dans 
55 le cas du promoteur lac) et la culture est poursuivie a 37* C. 

Une aliquote du surnageant (5 ul) est ensuite mise en chromatographic sur plaque de sil.ce (solvant 
chromato = n butanol : 60 (vol/vol)/acide acetique : 15 (vol/vol)/eau : 25 (vol/vol), migration du solvant : 10 
cm) pour separer les vitameres et la biotine produits. 
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Apres migration specifique a chaque vitamere, le Kapa est evalue quantitativement par dosage 
biologique en utilisant une souche de S. cerevisiae de collection : ATCC 7754. 

Apres 24 heures de culture, les niveaux de production de Kapa sont indiques dans le tableau suivant 



Souche/piasmide 


Quantite de Kapa (ug/ml de 
surnageant en equivalent de biotine) 


avec pimelate 


sans pimelate 


E.coli MC!69/pTG 1446 


10 


<0.1 


E.coli MCl69/pTG 1461 


120 


<0.1 


E.coli MC!69/pTG 3401 


170 


<0.1 



Ces resultats mettent clairement en evidence deux points : d'une part la synthese de Kapa ne 
s'effectue pas en I'absence de pimelate, et le flux de Kapa est fortement augmente lorsque le pimelate est 
mis comme precurseur dans le milieu de culture ; d'autre part, pour une quantite definie de precurseur 
pimelate, la quantite de Kapa produite est influenced par la force du promoteur utilise, un promoteur repute 
20 fort permettant d'obtenir effectivement davantage de Kapa. On utilisera done de preference un promoteur 
inducible tel que !e promoteur lac. 



Exemple 2 : Transformation de DTB en biotine 

25 

Cette deuxieme serie d'experiences permet de verifier la fonctionnaiite des genes DAYB de B. 
sphaericus IFO 3525 dans E. colt, par la biotransformation in vivo du vitamere DTB, ajoute comme 
precurseur a la culture, en biotine. 

Les plasmides pTGl459 et pTG3404 represented aux figures 4 et 5 comprennent tous deux des clones 
so du fragment d'ADN Hpal-Hindlll de la souche B. sphaericus IFO 3525 (coordonnees 483-4377 de la 
sequence publiee dans la demande de brevet europeen 0 266 240 deja citee, comprenant les ORF DAYB 
et la sequence correspondant a un terminateur de transcription). 

Dans le plasmide pTG1459, les genes DAYB sont sous le controle du promoteur inductible de i'opeVon 
tryptophane de E. coli (Tryp.). 
35 Dans le plasmide pTG3404, ils sont sous le controle du promoteur inductible de I'operon lactose de E. 
coli (lac). 

Comme dans i'exemple 1, ces plasmides sont introduits dans la souche E. coli MC169 et, a la place du 
pimelate, on ajoute au milieu de culture le DTB comme precurseur, a raison de 100 ug/ml. La biotine 
produite est dosee biologiquement par essai microbiologique avec Lactobacillus Plantarum ATCC 8014. 
40 Apres 24 heures de culture, les niveaux de production de biotine sont indiqued dans le tableau suivant : 



Souche/'plasmide 


Quantite de biotine (ug/mi 
de surnageant) 


avec DTB 


sans DTB 


E.coli MCl69/pTG 1459 


0.5 


<0.1 


E.coli MCl69/pTG 3404 


15 


<0.1 



Comme dans Idxemple 1, ces resultats mettent en evidence que, pour une quantite definie de 
precurseur, la quantity de vitamere produite est influenced par la force du promoteur utilise. 
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Exemple 3 : Transformation de pimelate en biotine 



Dans cette troisieme serie d'experiences, les souches E, coli sont transformers avec des vecteurs 
permettant Texpression des deux groupes de genes XWF et DAYB. 
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Differentes constructions ont ete realisees : 

- Dans le plasmide pTG3405. les genes XWF sont sous le controle du promoteur tryp, et les genes DAYB 
sont sous te controle du promoteur lac. et les deux blocs depression sont dans la meme orientation. 

- Le piasmide pTG3410 ne difffere du plasmide pTG3405 que par le fait que les deux blocs depression 
sont orientes en sens inverse. 

- Dans le piasmide pTGH63. !es genes XWF sont sous !e controle du promoteur constitutif du gene de 
resistance a la tetracycline et les genes DAYB sont sous !e controle du promoteur tryp. 

- Dans le plasmide pTGl464. les genes XWF sont sous le controle du promoteur tryp et les genes DAYB 
sont sous le controle du promoteur constitutif du gene de resistance a la tetracycline de E. coli. 

Ces differentes constructions ont ete introduites d'une part dans la souche E. coli MC 169 deia cstee et 
d'autre part dans la souche E. coli C268 (str-r, his". bioAA224) (5). 

Les conditions de culture sont identiques a celles decrites en relation avec I'exemple 1. La biotine 
produite est dosee comme indique a i'exemple 2. 

Les niveaux de production de biotine a partir de pimelate au bout ce 24 heures de culture sont indiques 
dans ie tableau suivant 



20 



25 



30 



Souche/plasmide 


Quantity de biotine (ug.ml 
de surnageant) 


avec 
pimelate 


sans 
pimelate 


E.coli MCl69/pTG 1463 


0.26 


<0.1 


E.coli MCl69/pTG 1464 


0.58 


<0.1 


E.coli MC169/pTG 3405 


0.82 


<0.1 


E.coli MCl69/pTG 3410 


1.05 


<0.1 


E.coii C268/pTG 1463 


0.58 


<0.1 


E.coli C268/pTG 1464 


1.2 


<0.1 


E.coii C268/pTG 3405 


0.9 


<0.1 


E.coli C26&'pTG 3410 


1.9 


<0.1 
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A partir de ce tableau, on peut faire les constatations suivantes : 

- II est clair que le pimelate peut etre utilise comme precurseur pour ia production de biotine par des 

bacteries E. coli. . 

- On observe une augmentation sensible de la quantite de biotine produite, tous les autres parametres etant 
inchanges, lorsqu'on change le sens de transcription des blocs d'expression des deux groupes de genes 
(comparison entre pTG3405 et pTG3410). C'est pourquoi, suivant une caractenstique avantageuse de 
Invention, on utilisera des plasmides dans lesquels les deux blocs d'expression sont orientes en sens 
inverse. 

- La souche E. coli 268 parait plus perfcrmante. C'est pourquoi, on a choisi cette souche pour la mise en 
fermentation. 



Exemple 4 : Culture en fermenteur de la souche E. coii C268/pTG3405 

50 Une preculture a 30* C en erlenmeyer de 2 litres est lancee a partir de plusieurs colonies de cellules 
transformers obtenues sur milieu selectif. Le milieu de precuiture (100 ml de PC 1.2 additionne de pimelate 
0,3 mg/ml) est inocule a une absorbance de 0,1 et on observe apres 15 heures une DC de I'ordre de 10. ce 
qui signifie que les souches ont correctement pousse. 

Un volume adequat de cette culture est utilise pour inoculer a une absorbance de 0,1, un litre de milieu 
55 PC 1.2 additionne de pimelate 0,3 mg/ml contenu dans un fermenteur du type Bioiafitte de volume 2 litres. 

La fermentation se poursuit dans les conditions suivantes : temperature 37* C. pH 7 maintenu^par 
addition soit de soude soit d'acide sulfurique concentre. La quantity d'oxyg£ne dissous est suivie jusqu'a ce 
que la pression partieile en oxygene atteigne 30 %, cette valeur est ensuite maintenue par controle de 
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fagitation et addition d'oxygene pur. 

L'induction du promoteur TRP se fait par ajout de 20 ug/ml d'lAA a une absorbance de 0.3. La 
consommation du glycenoi du milieu PC 1.2 est suivie par dosage au moyen d'un kit de dosage 
commercialise par la societe Boehringer et sa concentration dans le milieu de culture est maintenue entre 0 
et 10 gt\ par addition discontinue de solution de glycerol concentree a 60 poids/poids. 

Les concentrations en biotine et vitameres apres 30 heures de culture sont rassembtees dans le tableau 
suivant : 



10 



!5 



Essai 


DO 

maximale 


Biotine 
mg/ 1 


en equivalent biotine 








Kapa 
(mg/1) 


DTB 

(mg/1) 


Vitameres 
totaux (mg/1) 


1 


56 


15 


35 




144 


2 


70 


16 


31 


40 


160 



20 



Le dosage des vitameres totaux comprend Les vitameres suivants : Kapa, Dapa, DTB, biotine. II se fait 
par essai microbiologique avec ia souche 5. cerevisiae ATCC 7754. 

La souche Escherichia coli C268/pTG3405 a ete deposee a Ja Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes de i'lnstitut Pasteur le 9 decembre 1988 sous le n t-830. 
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Revendications 

1) Souche de E. coli recombinante, caracterisee en ce qu'elle comports au rnoins certains des genes 
bio XWF et bio DAYB d'une souche de B. sphaericus. 

2) Souche de E. coli seion la revendication I, caracterisee en ce que lesdits genes proviennent de la 
souche B. sphaericus IFO 3525. 

3) Souche de E. colt selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que tous les genes sont 
portes par un seui vecteur plasmidique. 

4) Souche de E. coli selon la revendication 3, caracterisee en ce que dans le vecteur plasmidique 
('expression des genes bio XWF d'une part et bio DAYB d'autre part est dirigee par deux blocs 
d'expression differents. 

5) Souche de E. coli selon la revendication 3. caracterisee en ce que les deux blocs d'expression 
component des promoteurs inducibles. 

6) Souche de E. coli selon I'une des revendications 4 ou 5, caracterisee en ce que les deux blocs 
d'expression sont orientes en sens inverse. 

7) Procede de preparation de biotine par fermentation de souches de E. coli recombinantes, caracterise 
en ce qu'on fait fermenter un milieu de culture contenant au moins de l'acide pimelique ou I'un de ses 
derives par les souches de E. coli selon Tune des revendications 1 a 6 et en ce qu'on recupere la biotine 
formee. 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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FIG. 5 
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FIG. 6 
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PIG. 7 
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FIG. 8 
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